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摘要 : 为 了 研究 赔 皮 激 素 受 体 (EceR ) 在 麦 红 吸 浆 虫 Sitodiplosis mosellana ( Géhin) 注 育 活动 中 的 作用 , 利用 RT-PCR 
和 RACE 技术 克隆 得 到 了 麦 红 吸 浆 虫 晓 皮 激 素 受 体 基 因 cDNA 全 长 , 并 通过 Real-time quantitative PCR 研究 了 其 表 
达 情 况 。 该 cDNA 全 长 序列 被 命名 为 SmEkcR (CenBank 登录 号 : KC491135 ) ， 其 开放 阅读 框 长 1 386 bp, 编码 461 
个 氨基 酸 残 其 。 其 和 蛋白 预测 分 子 量 52. 90 kD, 理论 等 电 点 6.24。 该 重 日 与 其 他 已 报道 的 昆虫 EcR 重 晶 具有 很 高 
的 同 源 性 , 其 中 与 返 眼 昔 蚁 Bradysia coprophila 中 相应 和 蛋白 的 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 92% 。SmgkcR 在 麦 红 吸 浆 虫 
不 同 浪 育 时 期 和 不 同 忠 态 中 均 有 表达 , 且 在 不 同 潍 育 时 期 、 不同 虫 态 中 的 表达 量 差 异 很 大 。 在 潍 育 不 同时 期 以 11 
月 表达 量 最 高 , 12 月 表达 量 最 低 ; 在 不 同 虫 态 以 麦 穗 幼 虫 中 的 表达 量 较 低 , 而 成 虫 中 的 表达 水 平 很 高 。 本 研究 为 
进一步 明确 SmEcR 在 麦 红 吸 浆 虫 浪 育 调控 中 的 作用 莫 定 了 基础 。 
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Molecular cloning and expression analysis of an ecdysone receptor (EcR) 


gene in the wheat midge, Sitodiplosis mosellana (Diptera: Cecidomyiiqdae ) 
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for Arid Areas, College of Plant Protection, Northwest ASF University, Yangling, Shaanxi 712100, 
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Abstract: In order to study the function of ecdysone receptor in the diapause of Sitodiplosis mosellana, 
the full-length cDNA sequence of an ecdysone receptor gene was amplified by using reverse transcription- 
polymerase chain reaction ( RT-PCR) and rapid amplification of cDNA ends ( RACE ), and the 
expression of the EcR gene was analyzed using real-time quantitative PCR (qPCR ). The full-length 
cDNA sequence was named as SmEcR (GenBank accession number: KC491135 ) Its open reading frame 
( ORF ) is 1 386 bp in length, encoding a 461-amino-acid protein, with a calculated molecular weight of 
52.90 kD and the theoretical isoelectric point of 6. 24. Multiple sequence alignment revealed that the 
deduced amino acid sequence of SmEcR has high identity with EcRs from other insect species, especially 
with that of Bradysia coprophila (92% ). Real-time quantitative PCR showed that SmEcR transcripts were 
detected in all diapause and developmental stages. The expression of SmEcR was significantly different 
among different diapause stages, reaching the highest level in November and the lowest level in 
December. The larvae collected from wheat heads had a lower expression level of SmEcR while the adults 
had the highest SmEcR transcripts. This study lays the foundation for the further functional study of 
SmbEcR in diapause regulation in $. mosellana. 
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麦 红 吸 浆 虫 Sitodiplosis mosellana ( Géhin ) 是 一 2004; 王 洪 亮 等 , 2006 ) 。 近 年 来 , 小 麦 吸 浆 虫 猩 狐 
种 重要 的 农业 害虫 , 20 世纪 50 年 代 和 80 年 代 曾 2 ”成 灾 的 势头 得 到 了 有 效 遏 制 , 但 常年 发 生 面积 仍 达 
次 在 我 国 大 面积 暴发 成 灾 ( 袁 锋 ,，2004; 件 均 祥 等 ， 3 000 ~4 000 万 再 (武子 清 等 , 2011 ) ，2012 年 陕西 
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省 全 省 发 生 面积 达 730 万 亩 ,达标 面积 250 万 亩 ， 
重 发 面积 85 万 百 , 呈现 出 第 3 轮 又 发 成 灾 的 势头 ， 
对 小 麦 生产 的 威胁 依然 存在 。 麦 红 吸 浆 虫 是 一 种 典 
型 的 滞 育 昆虫 , 麦收 前 麦 红 吸 浆 虫 老 熟 幼虫 随 两 露 
胶 和 褐 和 人 土 进入 沾 育 ( Olfert et al.，1985 ) ， 翌 年 春季 
再 恢复 活动 , 滞 育 可 达 10 月 之 久 , 且 具 有 多 年 滞 育 
习性 , 最 长 可 达 13 年 。 多 年 研究 表明 , 淖 育 是 麦 红 
吸 浆 虫 间 砍 性 骏 发 成 灾 的 关键 ( 喜 锋 ,2004) 。 但 由 
于 麦 红 吸 浆 虫 浏 育 的 复杂 性 ,其 浏 育 机 制 的 研究 并 
未 取得 长 足 进 展 , 到 目前 为 止 , 对 麦 红 吸 交 上 忠 浪 育 
基因 调控 的 相关 人 研究 还 未 见报 道 。 

昆虫 赔 皮 激素 受 体 (ecdysone receptor，EcR ) 属 
于 类 固 醇 核 内 受 体 超 家 族 ( Fujiwara，1995 ) ,是 蜡 
皮 激 素 的 作用 误 标 , 为 昆虫 体内 的 重要 调控 蛋白 
〈( 谢 子 正 和 韩 如 车，2010 ) 。EcR 对 昆虫 楷 殖 、 行 
为 、 记 忆 、 学 习 、 寿 命 等 生命 活动 都 有 重要 影 啊 
( Carney and Bender, 2000; Simon et al., 2003,; 
Ganter et al., 2007; Dalton et al., 2009;, Ishimoto et 
al.，2009 ; Schwedes et al., 2011) 。 此 外 ,因为 晓 皮 
激素 在 清 育 调节 中 具有 重要 调控 作用 , 所 以 作为 其 
受 体 的 EcR 可 能 也 对 昆虫 沾 育 有 重要 的 调节 功能 
(Denlinger，2002 ) 。Imhof 等 (1993 ) 人 研究 发 现在 摇 
蚊 Chironomus tentans 的 整个 幼虫 湿 育 期 均 能 检测 
到 EcR 基因 的 表达 。 而 在 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
(Linnaeus ) 中 EcR 基因 在 肾 沾 育 期 间 不 表达 , 但 灌 
育 解除 后 又 恢复 正常 表达 (Fujiwara et al.，1995 ) 。 
Rinehart ( 2001 ) 等 研究 发 现 ,在 红 尾 肉 蝇 
Sarcophaga crassipalpis 体内 ，EcR 基因 在 湾 育 前 期 
高 水 平 表达 , 在 沛 育 期 持续 表达 ， 当 沛 育 解除 后 
EcR 基因 的 表达 量 又 进一步 增加 。 尽 管 目 前 有 相关 
EcR 基因 在 洲 育 期 间 变 化 的 报章, 但 其 在 昆虫 清 育 过 
程 中 的 功能 还 不 清楚 , 在 小 麦 吸 浆 虫 中 也 未 见报 道 。 

本 研究 根据 昆虫 EcR 氮 基 酸 序 列 同 源 性 , 利用 
在 线 软 件 CODEHOP 设计 简 并 引物 ， 采 用 RT-PCR 
和 RACE 技术 首次 对 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 的 cDNA 
序列 进行 了 克隆 , 并 利用 Real-time PCR 分 析 了 该 
基因 在 麦 红 吸 浆 忠 不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 量 ， 以 
期 为 麦 红 吸 浆 忠 涡 育 机 制 研 究 提 供 展 好 的 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 


供 试 昆虫 : 2012 年 5 月 小 麦 黄 熟 期 , 在 陕西 省 
渭南 市 华 阴 县 大 量 采集 感 忠 麦 穗 , 市 回 校 内 试验 


田 , 让 老 熟 幼虫 自然 落 土 进入 清 育 。 入 土 滞 育 后 
月 淘 土 ， 挑 拣 出 淖 育 幼虫 , 用 去 离子 水 清洗 两 次 ， 
再 用 滤纸 吸 干 水 分 , 每 100 涉 分 站 于 1.5 mL 离心 
管 中 , 用 液 气 快速 冷冻 后 置 于 -80Y 超低温 冰箱 保 
存 。 晴 和 成 虫 为 室内 饲养 得 到 , 条 件 设置 参考 段 云 
等 (2011 ) 的 方法 。 

菌株 与 质粒 : 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Trans-Sa 
购 目 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; pGEM-T Easy 
载体 购 目 Promega 公司 。 

酶 和 试剂 : 总 RNA 提取 试剂 盒 RNAiso ”Plus、 
RACE 试剂 盒 、SYBR Green 工 和 核酸 分 子 量 标准 均 
购 目 TaKaRa 公司 ; Taq 酶 、DNA 纯化 回收 试剂 盒 
购 目 北京 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ; 反 转 录用 
PrimeScript® RT Reagent Kit Perfect Real Time 购 自 
宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 。 

1.2 总 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 20 头 麦 红 吸 浆 虫 幼虫 置 于 1.5 mL 离心 管 ， 
加 入 RNA 提取 液 1 mL,， 用 人 研磨 棒 研 磨 后 ,按照 
RNAiso ”Plus 试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA, 经 电泳 与 
分 光 光 度 计 检测 后 , 根据 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 进行 
反 转 录 反 应 获得 第 一 链 cDNA 。 

1.3 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 全 长 cDNA 序列 的 克隆 

从 NCBI 网 站 上 下 载 昆虫 EcR 和 蛋 日 序列 
(GenBank 登录 号 : AAF19032.1, XP_001844581.1， 
AAD21309. 2, CAAI1I1907. 1, ABQ81864. 1, 
AAB81130.2 和 AAA87394.1), 利用 在 线 简 并 引物 
设计 软件 CODEHOP ( http://blocks. fhere. org/ 
blocks/codehop. html ) 设计 简 并 引物 (EcR-hop-F,， 
EcR-hop-R, 表 1), 用 Touchdown-PCR 扩 增 麦 红 吸 
浆 虫 EcR 基因 片段 。Touchdown-PCR 程序 设计 如 
下 : 95% 预 变性 3 min; 95% 变性 30 s， 从 65% 到 
$$% 退火 30 s, 每 循环 降低 1 , 72% 延伸 1 min， 
共 10 个 循环 ; 然后 按 9$Y 变性 30 s, SS% 退火 30 
s, 72 已 延 伸 1 min, 进行 25 次 循环 ; 最 后 72% 延 
伸 10 min。PCR 产物 经 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 切 胶 回 
收 纯化 , 克隆 于 pGEM-T Easy 载体 , 培养 后 送 样 测 
序 ( 北 京 奥 科 思 盛 生 物 科技 有 限 公 司 )。 根 据 获得 
的 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 片段 设计 3' 和 5'RACE 引物 
(EcR-3’-inner, EcR-3’-outer, EcR-5’-inner, EcR-5 - 
outer, 表 1) 。 按 照 TaKaRa 公司 3' 和 5’RACE 试剂 
盒 说 明 书 进行 3 和 5 末端 序列 扩 增 。 然 后 将 RACE 
PCR 产物 切 胶 回收 纯化 ,克隆 于 pGEM-T Easy 载 
体 , 培养 后 送 样 测序 。 将 获得 的 cDNA 片段 进行 
接 得 到 麦 红 吸 浆 忠 EcR 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,最 
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后 用 特异 性 引物 (EcR-Ful-F，EcR-Full-R) 扩 增 全 
长 cDNA 序列 进行 验证 。 
1.4 序列 分 析 

利用 Blast 在 NCBI 网 站 进行 序列 相似 性 比 对 ; 
利用 DNAMAN 进行 ORF 预测 以 及 重 日 质 翻 详 ; 有 重 
日 质 理化 性 质 预 测 采 用 生日 质 组 学 在 线 ExPASy 
( http ://web. expasy. org/protparam/ ) 分 析 ， 蛋白质 
功能 域 预 测 利 用 NCBI 网 站 在 线 工具 Conserved 
Domains ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/ 
cdd/wrpsb. cgi); 用 DNAMAN 软件 进行 多 序列 比 
对 ; 利用 Clustal X2 软件 进行 完全 比 对 后 , 再 用 
MEGA5.0 软件 中 的 Neighbor-joining 法 进行 系统 进 
化 树 分 析 。 
1.5 ” 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 表达 分 析 

根据 总 RNA 提取 试剂 盒 RNAiso Plus 说 明 书 
分 别提 取 不 同 褒 育 时 期 和 不 同 虫 态 的 麦 红 吸 浆 虫 总 
RNA, 经 DNase 工 处 理 后 , 反 转 录 合 成 cDNA 作为 


qPCR 模板 。 以 麦 红 吸 浆 虫 B-actin 基因 ( GenBank 
登录 号 : KC261304 ) 作为 内 参 基因 ， 用 定量 引物 
(qEcR-F, qEcR-R, qActin-F, qActin-R)( 表 1) 进 行 
qPCR 扩 增 。qPCR 程序 设计 如 下 : 95C 预 变性 3 
min; 95%C 变性 30 s, S0% 退火 30 s, 72% 延伸 30 
min, 40 个 循环 ; 95%C15 s, S0%30 s; 最 后 以 每 5 s 
上 升 0. 5 的 速度 从 50%C 上 升 至 95% 记录 溶解 曲 
线 。 每 虫 期 取样 设 3 个 生物 学 重复 , 每 样品 设 3 个 
技术 重复 。 
1.6 ”数据 统计 与 分 析 

比较 C1 值 法 研究 基因 的 相对 表达 量 ， 参 照 
2- 人 人 "7 方法 (Livak and Schmittgen, 2001)。 本 研究 
计算 不 同 清 育 时 期 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 相对 表达 
量 时 , 以 刚 入 土 幼 忠 中 的 表达 量 为 基准 (calibrator)， 
计算 不 同 虫 态 EcR 基因 相对 表达 量 时 , 以 麦 穗 幼虫 
中 的 表达 量 为 基准 。 相 对 表达 量 方差 分 析 (ANOVA， 
P <0.05 ) 采 用 SPSS16.0 数据 处 理 软件 进行 。 


表 1 本 研究 所 用 引物 


Table 1 Primers used in this study 


引物 名 称 


Prnmer name 


引物 序列 (5' -3") 


Primer sequence 


引物 用 途 
Primer purpose 
cDNA 克隆 
cDNA cloning 
3’'RACE 扩 
3’ cDNA end amplification 
5'RACE 扩 增 


3' cDNA end amplification 





实时 荧光 定量 PCR 


Real-time quantitative PCR 


基因 全 长 验证 
Full-length confirmation 





EcR-hope-F CGCSTGCGAGATGGAYATGTAYATG 
EcR-hope-R GGCCGGCAGACCCTINGCRAAYTC 
EcR-3 -outer GCGGCGTAAGTGTCAGGAAT 
EcR-3 -inner GCAACGCAACTCTTACCAC 
EcR-3 -outer CATICCLCAALCATCATCACTITCAC 
EcR-9 -inner CTICCTICACCCTATeCAGCGCTCG 
qEcR-F GIGAGGGTIGTAAAGGATT 
qEcR-R CACATTCGGGTCGCATAC 
qActin-F AAACCTTCAACGCCCCAGC 
qActin-R ATCACGACCAGCCAAATCC 
EcR-Full-F GTATGCGACCCGAATGTGTAGTGCCA 
EcR-Full-R TTCTAATGTTGCTGCGATTGTGTCTGA 
2 结果 与 分 析 


2.1 支 红 吸 浆 虫 EcR 基因 全 长 EDNA 的 克隆 与 
分 析 

以 麦 红 吸 浆 虫 cDNA 第 一 链 为 模板 , 根据 
CODEHOPE 在 线 软件 设计 的 价 并 引物 进行 PCR 扩 
增 , 得 到 一 条 514 bp 的 EcR 基因 卢 段 。 通 过 3 和 


5'RACE 分 别 得 到 了 1 009 bp 和 556 bp 末端 序列 ， 
经 拼接 后 得 到 了 麦 红 吸 浆 忠 EcR 基因 全 长 cDNA 
序列 。 根 据 拼接 序列 设计 特异 性 引物 进行 全 长 元 
隆 , 得 到 了 一 条 约 1 100 pp 特异 性 条 带 ( 图 1)。 
麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 命名 为 SmEcR (CenBank 
登录 号 : KC491135 ) 。SmpkcR 全 长 1 494 bp, 其 中 
开放 阅读 框 1 386 bp, 编码 461 个 氨基 酸 残 基 的 重 
白 (图 2), 预测 分 子 量 52.90 kD , 理论 等 电 点 6. 24。 
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bp 


2000 


1000 
750 
300 一 
250 一 
100 





图 1 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of an EcR gene from 
Sitodiplosis mosellana 
M: DNA 分 子 量 标准 物 (DL2000) Molecular weight marker DL2000 ; 
1: PCR 扩 增 产物 PCR amplification product. 


经 Blast 分 析 发 现 麦 红 吸 浆 虫 EcR 氨基 酸 序 列 与 其 
他 昆虫 EcR 具有 很 高 的 同 源 性 ,其 中 与 迟 眼 草 蚊 
Bradysia coprophila EcR 的 一 致 性 最 高 ， 为 92% ; 与 
致 倦 库 蚊 Culex guinguefasciatus 、 挨 及 贫 蚊 4edes 
aegypti、 风 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae、 白 纹 贷 蚊 
Aedes albopictus 等 昆虫 EcR 的 一 致 性 也 高 达 91% 。 
用 Clustal X2 将 SmEcR 与 已 知 的 15 种 昆虫 EcR 基 
因 进 行 完 全 比 对 , 然后 用 MECA5. 0 软件 邻接 法 
( NJ) 构建 系统 进化 树 也 得 出 了 类 似 的 结果 (图 3)。 
2.2 不 同 滞 育 时 期 SmEcR 相对 表达 量 分 析 

利用 qPCR 对 SmEcR 在 麦 红 吸 浆 虫 不 同 沸 育 时 
期 的 相对 表达 量 进行 检测 。 绪 果 表 明 ，SmZceR 在 麦 
红 吸 浆 虫 不 同 浊 育 时 期 均 有 表达 , 但 表达 量 不 同 。 
6 月 刚 进 入 济 育 时 SmEcR 表达 量 较 高 ,进入 浏 育 3 


1 GAAATCGTCCTATTTGAATCGACAGGAACCAAATATGATGGGTCAAGAAGATCTTTCGCCATCGAGCAGCCTCAA 
1 M MG Q E DL S PS S S LN 
76 CGATTACGGTATGAATGACTGTAGTGATCCGAAACGGGCCAAAAAAGGACCGACGCCTCGGCAACAAGAAGAGTT 
15 D Y GMN DC S DP kK RA Kk Kk G P T P RQ Q E E L 
151 ATGCTTAGTTTGTGGTGATAGAGCTTCTGGTTATCATTATAATGCGCTTACATGTGAGGGTTGTAAAGGATTTTT 
0 [rveopRASOYHYNALTCOBEOGdKGFF 
226 CCGACGGAGTGTTACCAAAAATGCGGTCTATTGTTGTAAGTTCGGGCACGAGTGCGAAATGGATATGTACATGCG 
301 GCGTAAGTGTCAGGAATGTCGGCTAAAAAAGTGCTTAGCGGTTGGTATGCGACCCGAATGTGTAGTGCCAGAAAA 
376 TCAATGTGCAATCAAACGCAAAGAGAAGAAAGCACAAAAGGAGAAAGACAAACAGCAAATTCCACCAACAATCAA 
115 Q CA I K RK E K K AQ EK E Kk Dk Q Q I PP T I N 
451 TTCATTTGATGCGTATAAAAATGAAATACCAACACTAATGAAATGTGACCCACCTCCATACGCTGAAGCAACGCA 
140 S F DA Y k NE I PT LM KEK C DP P PY A E AT 
$526 ACTCTTACCACAGAAACTGCTGGATGAGAATCGTGCACGAAACATCCCAGCATTAACACAGAATCAATTAGCAGT 
165 L L PQ kK L L DE NR A RN I PA LL TQ NOQ L AV 
601 GATTTACAAATTGATTTGGTATCAAGATGGCTACGAACAGCCATCCGAGGAAGATTTGAAACGAATTATGATCCA 
190 1 0 0 0 
676 AACTTCTCCGGATGAAAATGAGGATCAAAACGATGTGCATTTTCGTCACATCACCGAAATCACCATTCTTACAGT 
215 T S PD EE NE DoQA ND Vy HF RH I T E I T I L T YV 
751 ACAACTGATTGTTGAGTTCGCTAAGGGTTTGCCCGCATTTACGAAAATTCCTCAAGAAGATCAAATTACACTGTT 
240 Q LL I Vy EE F A kG LL PA F T K I PQ E DGOQ I T L L 
820 GAAGGCATGTTCCAGTGAAGTGATGATGTTGCGAATGGCCCGTCGATATGATGCCGCCTCCGATTCCATATTCTT 
265 K A C SS E VV MM LL RM A RR Y DA A Ss DS I F F 
901 TGCCAATAATCGTTCATACACACGTGACTCATATCGAATGGCCGGTATGGCAGACACCATTGAGGATCTGTTACA 
290 ANN RS Y T RD 'S Y RM A GM A DT I E DL L H 
976 TTTTTGCCGTCAGATGTACTCGATGCGTGTGGACAATGTTGAATACGCTCTACTTACCGCAATCGTCATATTCTC 
315 F C RQ M Y SM RV DNV EE Y A lL L T A I 'V I FS 
1051 CGATCGGCCGGGTCTTGAGCAAGCCGAACTGGTGGAGGCAATCCAAAGCTATTACATAGACACATTACGAATTTA 
340 D R PG LL E Q A E LV E A I Q SY Y I DT LL R I Y 
1126 CATTTTGAATCGGCACGGCGGTGATGTCAAGTGTATGATCGTTTTCGGTACATTGCTGGCAATTTTAACCGAACT 
365 I L N RHG 6G DV Kk CM I 'V F 6G T L L A I L T E L 
1201 TCGAACGCTGGGCAATCAAAACTCCGAAATGTGCTTCTCGTTGAAGCTGAAAAATCGCAAACTGCCACGGTTTCT 
390 R T L G NeQ NS E MTC F SL Kk L Kk N Rk L P R FS L 
1276 CGAAGAGATCTGGGATGTACAGGATATTCCACCACAGATGGTCCAAAATGCCACCTCAAATGCCCAAAATAACAC 
415 E E I W DV Q D I PP QA MV QENA T SN A Q NN TT 
1351 TCAATCAACGATCGTCGTCACGACACCATCGACGGTACCACAACTTCAGACACAATCGCAGCAACATTAGAACAG 
440 Q ST I VV TT T PS TV PQ LQ TQ SQ Q@ H * 

1419 CACAACTCAGAAGGTGGAATTAGAAAAGCAAAAAAACAAAATCGTAGATGATTAAAAAAAAAAAAAAA 


图 2 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 SmEcR 的 核 音 酸 序列 及 推导 的 氮 基 酸 序列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the EcR gene SmkcR from Sitodiplosis mosellana 
方 框 表示 锌 指 结构 The zince fingers are indicated with boxes. 
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100 


66 


81| Lucilia sericata (BAD12052.1) 
99 Calliphora vicina (AAG46050.1) 
Lucilia cuprina (AAB81130.2) 
Ceratitis capitata (CAA11907.1) 


Culex quinquefasciatus (XP 001844581.1) 


88 100 


Aedes aegypti (AAA87394.1) 


26 Aedes albopictus (AAF19032.1) 


Sitodiplosis mosellana (KC491135) 


88 


Bradysia hygida (AAD21309.2) 


Chironomus riparius (ADQO00635.1) 


0.05 


100 | Heliothis virescens (CAA70212.1) 


Helicoverpa armigera (ACD74807.1) 
Plutella xylostella (ABQ81864.1) 


50 Chilo suppressalis (BAC11713.1) 


77 Plodia interpunctella (AAR84611.1) 


图 3 麦 红 吸 浆 虫 EcR (SmEcR) 与 其 他 昆虫 EcRs 的 系统 进化 树 


Fig. 3 Phylogenic tree based on amino acid sequences of the EcR from Sitodiplosis mosellana (SmEcR ) 


and EcRs from other insects 
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图 4 麦 红 吸 浆 虫 不 同 沾 育 时 期 SmEcR 的 表达 量 
Fig. 4 The expression level of SmEkcR in different diapause 


stages of Sitodiplosis mosellana 
图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同月 份 表达 量 差 
异 显 车 (one way ANOVA, P <0.05)。 Data in the figure are mean + 


SE, and different letters above bars indicate significant differences in 














expression level among different months (one way ANOVA, P<0.05). 


个 月 后 , 9 月 表达 量 显 著 下 降 , 而 后 SmEcR 的 表达 
量 开 始 回 升 , 在 11 月 达到 最 大 值 , 12 月 SmEcR 的 
表达 量 又 显著 下 降 , 达到 最 低 水 平 (图 4) 。 
2.3 不 同 虫 态 麦 红 吸 浆 虫 EcR 基因 相对 表达 量 
分 析 

qPCR 分 析 表 明 SmEcR 在 麦 红 吸 浆 虫 不 同 虫 态 
表达 量 差异 显著 。 麦 穗 幼虫 SmFeR 表达 量 最 低 ， 
滞 育 幼虫 和 晴 SmEcR 表达 量 基 本 一 致 ， 而 成 虫 体 


内 SmEcR 表达 量 最 高 , 约 为 麦 穗 幼虫 中 表达 量 的 
100 倍 , 约 为 涡 育 幼 忠 和 肾 中 表达 量 的 3.5 倍 ( 图 
5)。 


80 
70 


相对 表达 量 
Relative expression level 





发 育 阶 段 Developmental stage 


图 5 ” 麦 红 吸 浆 虫 不 同 虫 态 SmkcR 的 表达 量 
Fig. 9 The expression level of SmEcR in different 


developmental stages of Sitodiplosis mosellana 
A: 麦 穗 幼 虫 Larvae in wheat; B: 池 育 幼虫 Diapause larva; C: 师 
Pupa; D: 成 虫 Adult. 图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字母 
表示 不 同 发 育 阶 段 表 达 量 差异 显著 (one way ANOVA, 已 <0.05 ) 。 


Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars indicate 





significant differences in expression level among different developmental 


stages (one way ANOVA, P<0.05). 


3 讨论 


EcR 是 一 种 核 内 受 体 , 是 昆虫 体内 的 重要 调节 
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重 晶 , 在 调控 昆虫 发 育 、 变 态 和 繁殖 等 生命 过 程 中 
处 于 关键 位 置 。 本 人 研究 首次 克隆 得 到 了 麦 红 吸 浆 忠 
EcR 基因 SmEkcR 的 cDNA 全 长 序列 。 序 列 分 析 表 
明 , 该 cDNA 序列 推导 的 氨基 酸 序列 具有 核 受 体 的 
典型 结构 , 特别 是 由 2 个 高 度 保守 的 锌 指 结构 组 成 
的 DNA 结合 域 和 配 体 结 合 域 (DBD)。 和 蛋白 同 源 性 
比较 发 现 , 麦 红 吸 浆 忠 EcR 氨基 酸 序 列 与 其 他 昆 忠 
EcR 氨基 酸 序列 一 致 性 较 高 , 多数 达到 80% 以 上 ， 
其 中 与 迟 上 腿 草 蚊 一 致 性 最 高 , 为 92% 。 系 统 树 聚 类 
分 析 表 明 , 麦 红 吸 浆 虫 EcR 与 蚊 科 昆虫 EcR 亲缘 
关系 很 近 。 在 NCBI 网 站 中 进行 Blast 比 对 时 发 现 ， 
所 得 序列 与 果 蝇 A, B 和 C 3 个 变型 序列 的 相似 性 
均 较 高 ， 故 还 不 能 判断 该 序列 是 哪 种 亚 型 。 

麦 红 吸 浆 虫 小 育 期 间 SmEcR 基因 均 有 表达 ， 
这 与 播 蚊 整个 幼虫 沛 育 期 均 能 检测 到 EcR 基因 表 
达 的 结果 一 致 (Imhof et al.,1993 ) ,但 在 烟草 天 蛾 
中 EcR 基因 在 师 淖 育 期 间 不 表达 , 清 育 解除 后 有 恢 
复 正 常 表达 (Fujiwara et al.，1995 ) 。qPCR 结果 显 
示 , 不 同 清 育 时 期 麦 红 吸 浆 虫 SmEcR 基因 表达 量 
差异 显著 , 不 同时 期 其 表达 量 存 在 明显 的 动态 变 
化 , 这 与 红 尾 肉 蝇 体 内 EcR 基因 表达 不 受 滞 育 影响 
( Rinehart et al.，2001 ) 的 结果 不 同 , 可 能 与 两 种 昆 
虫 淖 育 类 型 不 同 有 关 , 麦 红 吸 浆 虫 属于 幼虫 清 育 ， 
而 红 尾 肉 蝇 属于 是 滞 育 。 值 得 注意 的 是 , 麦 红 吸 浆 
虫 SmEcR 基因 表达 量变 化 趋势 与 成 卫 宁 等 (2009 ) 
对 暗 皮 激素 滴 度 研究 的 相似 , 但 成 卫 宁 等 研究 表 
明 , 进入 沛 育 的 麦 红 吸 浆 虫 赔 皮 激 素 滴 度 在 12 月 
达到 较 高 水 平 , 这 与 本 文中 SmEcR 表达 量 在 11 月 
较 高 12 月 最 低 的 结论 不 一 致 ， 有 必要 通过 重 日 质 
表达 量 分 析 进 一 步 深 入 人 研究 。 

麦 红 吸 浆 虫 不 同 虫 态 SmEcR 表达 研究 发 现 麦 
穗 幼虫 SmEcR 表达 量 很 低 ， 而 成 虫 体内 SmEcR 表 
达 量 很 高 。 已 有 研究 表明 ,，EcR 在 昆 忠 繁殖 活动 中 
有 重要 作用 , 无 论 是 正常 卵子 发 生 (Carney and 
Bender, 2000) , 还 是 雄性 成 虫 求爱 行为 都 需要 EcR 
基因 的 表达 (GCanter et al.,，2007; Dalton et al., 
2009 ; Ishimoto et al., 2009 ) 。 本 研究 中 SmEcR 在 成 
虫 体 内 高 水 平 表达 ,表明 在 麦 红 吸 浆 虫 成 虫 期 
SmEcR 可 能 起 着 重要 的 调节 作用 。 

本 人 研究 通过 RACE 技术 获得 了 SmEcR 全 长 
cDNA 序列 , 并 通过 实时 定量 PCR 技术 对 其 在 麦 红 
吸 浆 虫 不 同 清 育 时 期 和 不 同 虫 态 中 的 表达 量 进 行 了 
分 析 。 研 究 结果 为 进一步 明确 SmEcR 在 麦 红 吸 浆 
虫 滞 育 调控 中 的 作用 及 深信 研 究 麦 红 吸 浆 虫 淖 育 调 


控 机 理 葛 定 了 一 定 的 基础 。 
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